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OZET

Goriintii Isleme Teknigi Ile Soliisyon Yogunluk Analizi Program
Gelistirilmesi

Muhittin AKSOY

Yiksek Lisans Tezi

FIRAT UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoteknoloji Anabilim Dali

Temmuz 2022, Sayfa: x + 33

Goriintli isleme, bilgisayarlarla biitiinlesik olarak bircok endiistriyel uygulamalarda kullanilabilen
bilgisayar programidir. Goriintii igleme bir dizi islemlerden olugmaktadir. Bu islemler goriintiiniin yakalanmasi
ile baglar, gorintii iyilestirme teknikleriyle analiz oncesi hazirliklar yapilir ve nesne belirleme islemleri
gergeklestirilir. Bu ¢alismada, laboratuvar ortamlarinda hazirlanan Elisa mikro plakasinin goriintii isleme
teknikleri kullanilarak yorumlanmasi konusunda bilgiler verilmistir. Calismanin amaci; siiregelen mevcut
analiz yontemleri diginda goriintii isleme programi vasitasiyla alternatif analiz ve sentezleri sunmasidir.
Goriintii analiz programu kullanilarak ilgili drneklerin analizlerinin yapilmasinin mevcut tespit yontemlerine
alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica program sayesinde daha kisa siirede ve daha kesin bilgilere
ulagsmanin miimkiin olunacagi gosterilmistir. Preparatlarin analiz ve sentez agamalarinin sistematik bir sekilde
ortaya koyuldugu ve preparatlardan alinan resimlerin analizinin kolayca yapilmasi, goriinti isleme
tekniklerinin giiniimiiz teknoloji diinyasinda her alanda oldugu gibi saglik alaninda da olduk¢a 6nemli bir yere
sahip oldugunu bizlere agik¢a gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Goriintii isleme, Elisa mikro plakasi, Goriintii analiz programi
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ABSTRACT

Developing a Solution Density Analysis Program with Image Processing
Technique

Muhittin AKSOY

Master's Thesis

FIRAT UNIVERSITY
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology

July 2022, Pages: x + 33

Image processing is a computer program that can be used in many industrial applications, integrated with
computers. Image processing consists of a series of operations. These processes begin with the capture of the
image, pre-analysis preparations are made with image enhancement techniques, and object detection processes
are performed. In this study, information is given about the interpretation of the Elisa microplate prepared in
laboratory environments using image processing techniques. The aim of the study; It offers alternative analyzes
and syntheses through the image processing program, apart from the ongoing existing analysis methods. It is
thought that the analysis of the relevant samples using the image analysis program may be an alternative to the
existing detection methods. In addition, it has been shown that thanks to the program, it will be possible to
reach more precise information in a shorter time. The fact that the analysis and synthesis stages of the
preparations are laid out in a systematic way and the pictures taken from the preparations are easily analyzed
clearly show us that image processing techniques have a very important place in the field of health, as in every
field in today's technology world.

Keywords: Image proccessing, Elisa microplate, Image Analyse Program
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SiMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

A : Dalga Boyu

f : Frekans

g/v : Agirlik / Hacim

Hz : Hertz

m : Metre

m/s : Metre/Saniye

ml : Mililitre

NxM : Satir x Siitun

v :Hiz

Kisaltmalar

2D : ki Boyutlu

A : Abzorbans

AIDS : Acquired Immune Deficiency Syndrome (Kazanilmis Bagisiklik Yetersizligi Sendromu)
AVG : Average

CCD : Dijital kameralarda bulunan goriintii sensorii (Charge Coupled Device).
DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

GAU : Gauss

HBsAg : Hepatitis B surface antigen (Hepatit B yiizey antijeni)
HIV : Human Immmunodeficiency Virus

IgA : Immiinoglobulin A

IgG : Geg cevap antikoru (Immiinglobiilin G)

LOG : Logaritmik

MED : Median

OD : Optik Dansite

pH : Bir ¢dzeltinin asitlik ve bazlik derecesini tarif eden 6l¢ii birimi (Power of Hydrogen).
RNA : Ribo Niikleik Asit

ROI : Region of Interest

TBBA : Topolojik Bagimsiz Bilesen Analizi

uv : Ultraviyole

V-F : Viande Foie



1. GiRis

Goriintii islemenin baslica amaci; bozuk, eski ve giirtltilii goriintiileri iyilestirmek,
gorliinmesi zor ve tespit edilmesi gereken nesneleri keskinlestirme ve gozlemlemedir. Gezegen ve
yildiz fotograflarini ilgi ¢ekici hale getirmek i¢in daha yiiksek ¢oziiniirliige ulastirma; ara¢ plakasi
gibi desenleri tanima; araba, insan, agag, silah gibi nesne ve objeleri ayirt etme gibi ihtiyaclar
goriintii isleme tekniklerinin neden bu kadar dnemli oldugunu dniimiize sermektedir.

Teknolojik gelismelerin artisinin bir sonucu olarak, goriintii isleme yontemleri hayatimizin
icerisine daha sik ve hizli bir sekilde girmistir. Gorlintii iglemenin sirri, birgok iglemin insan giicii
yerine otomatik sistemler tarafindan yapilabilmesinde saklidir. Daha onceleri bir arastirmacinin
kullanmis oldugu goriintli analiz-sentez programlar1 yetersiz kaldigi i¢in goriintli iizerinde ¢ok
kisith iyilestirme degisiklikleri yapilmaktaydi. Ayrica yapilmakta olan bu degisiklikler de
yapilmasi planlanan goriintii isleme ¢alismalarina fazla 1s1k tutamamaktaydi. Simdilerde ilerlemis
olan teknolojiler sayesinde Ar-Ge galismalar1 goriintii isleme programlart ve teknikleri sayesinde
oldukga kolaylasmis ve yayginlagmistir.

Her sistemin belirli zaman periyotlari ve donemlerinde bakim-onarim ve kalibrasyon
islemlerinin gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu islemler kurulmus olan sistemin isleyisinin
aksamamasi i¢in onem arz etmektedir. Fotometrik 6lgiim teknigi kullanan cihazlar da bakim-
onarim siirecine tabi tutulmaktadir. Dolayisiyla bu siire¢ tamamlanana kadar cihazlarin test sonucu
verememesi nedeniyle bilimsel ve akademik ¢aligmalarin kesintiye ugrama durumu s6z konusudur.
Ayrica bu tiir test ve analiz cihazlarimin maliyetleri de olduk¢a yiiksektir. Her kurumun bu
sistemleri sahip olamamasi da sorunlardan bir tanesidir. Bu cihazlara sahip olmayan kurumlardaki
numunelerin tagima araciligiyla cihaza sahip kurumlara nakli, ekonomik olarak yiik ve kaynak
kullanimi olarak olumsuz etkiler getirmektedir. Cihaza numuneler yiiklendikten sonra ve cihaz test
asamasinda iken, cihazin arizalanmasi ya da test siirecinin herhangi bir nedenle kesintiye ugramasi
sonucunda her c¢alisma i¢in kullanilmak zorunda olunan numune ve maliyetli test kitleri ziyan
olmaktadir.

Metot olarak; fotometrik Sl¢iim ile ELISA yonteminde kullanilan mikro plakalarda olusan
sollisyonlarin renklerinin analizini 6lgen cihazlarin verdigi sonuglar ile goriintii isleme metoduyla
ayni1 soliisyonlarin goriintiilerinin analizini yapan programin tespit ettigi sonuglar arasinda yakin
bir iligski oldugu saptandi. Fotometrik yontemle soliisyonlarin abzorbans 6l¢limii yapilirken goriintii
isleme programiyla soliisyon resimlerinin gri-skala renk diizeylerinin 6l¢limii yapildi. Alinan her
iki sonucun birbirine yakinlig tespit edildi.

Literatiirde saglik alaninda bu c¢aligmayla benzerlik gosteren fazla arastirma
bulunmamaktadir. Genellikle goriintii isleme farkli bilim dallarindaki arastirmalarda kullanilmisgtir.

Elisa goriintii isleme arastirmalarinin en giinceli 2021 yilinda Koekoeh Santoso ve arkadaglar



tarafindan makale haline getirilmistir ve bu ¢alismada Santoso; elisa plakalarinin goriintiisiinii
masaiistii tarayici kullanarak almis ve goriintii isleme sonucunda ¢ikan sonuglarin ELISA
okuyucusundan alinan sonuglara gore yakin bir okumaya sahip oldugunu gostermistir [1]. Richard
C. Murdock ve arkadaglari tarafindan aragtirilan makalede; dijital kamera veya kamera kadar etkin
Windows veya Android tabanli tabletler kullanarak, kagit tabanli ELISA'lar1 (P-ELISA'lar)
goriintiileyip, MATLAB ile goriintii analizi gergeklestirip ve hedef biyomolekiil konsantrasyonuyla
yiiksek korelasyonlu yanit egrileri iiretmislerdir [2]. Ayrica Douglas J. Soldat ve arkadaglar1 da
2009 yilinda yayinladiklar1 makalelerinde; taranan bir mikroplaka goriintiisiiniin dijital goriintii
analizinin, birka¢ yaygin kantitatif mikro 6l¢ekli prosediir i¢in bir spektrofotometrenin yerini
alabilecegini gosteriyorlar [3].

Erkan Tiirker ve arkadaslarinin ¢alismalarinda; ortalama boncuk ¢ap1, boncuk sayisi, birim
alana diisen boncuk sayisi gibi sayisal verilerle daha objektif degerlendirme yapabilen bir bilgisayar
programu gelistirilmistir [4]. Jesper @. Hjortdal ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda; korneanin in vitro
biyomekanik caligsmalari i¢in dijital goriintii islemeyi yararli bulmuslardir [5]. Federica Zanca ve
arkadaglarinin ~ makalelerinde  ise; goriinti  iglemenin  dijital  mamogramlarda
mikrokalsifikasyonlarin tespiti tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermislerdir [6].

Bu ¢aligmada, fotometrik 6l¢lim yapan cihazlardan elde edilen sonuglara alternatif olarak bir
bagka tespit-analiz sistemini olusturarak bilimsel ve akademik ¢alismalarin kesintiye ugramadan
devam etmesini saglamak amaciyla daha ekonomik ve daha az kaynak kullanimi gerektiren bir yapi
kurmay1 amag¢lanmaktadir. Bunun i¢in de fotometrik 6lgiim yontemine alternatif olarak, goriintii
isleme tekniklerinin kullanilabilirligi hedeflenmistir.

Kullanilan bu yontem sayesinde teknolojiye erisimi kisith olan isletmelerin daha hizli ve

ekonomik bir sekilde ¢alismalarinin sonuglandirilmasina katkida bulunulmustur.



2. GORUNTU ISLEME

Goriintii isleme, bir¢ok teknolojik alanda (robotik, trafik, endiistri, tip, askeri, cografya)
kullanilmaktadir. Ayrica goriintiilerin islenmesini takiben ¢ok sayida algoritma iiretilmesine olanak
saglamaktadir. Bircok bilim dalinda siklikla kullanilan gériintii isleme kavraminin; 6ncelikli olarak

hangi teknikler kullanilarak yapildigina deginmek oldukca faydali olacaktir.

2.1. Goriintii isleme Teknikleri

Iki boyutlu 151k siddeti fonksiyonu olan goriintii fonksiyonu, f(x, y) seklinde gosterilir.
Buradaki x ve y degerleri kartezyen koordinatlarini, f(x, y) fonksiyonunun degeri ise parlaklik ya
da gériintiiniin (x, y) noktasindaki gri seviye degerini gdstermektedir [7]. Ug boyutlu nesnelerin
ylizey lizerine disiiriilerek iki boyutlu piksel dizi haritas1 olusturuldugumuzda aslinda goriintiiyii
elde etmis oluyoruz. Yeni olusturulan 2 boyutlu goriintiideki her noktanin renk ve konum bilgisi
(f(x, y)) bu haritanin igerisinde bulunmaktadir. Bu harita heniiz sinyal halindedir ve gerekli iglemler
sonucu insan goziniin gorebilecegi sekilde bicimlendirilmesi islemi sonucu Resim kavramina
ulasiniz. Goriintiiniin 2 temel unsuru mevcuttur. Bunlardan birisi Analog, digeri Dijitaldir.
Gorlintiiyii olusturan f(x, y) fonksiyonundaki her x degiskenine karsilik gelen y degiskeni bir reel
degeri gosteriyorsa bu goriintiiye Analog goriintii denilmektedir. Bu da fonksiyonun her noktada
stirekli oldugu anlamina gelmektedir. Bunun sonucu olarak da Analog bir goriintiiniin mikron
diizeyde yakinlastirilmasi sonucunda bile iizerinde bulunan renklerin kaybolmadigimi goriiriiz.
Dijital goriintii kavraminin gerekliliginin en 6énemli nedenlerinden birisi; analog goriintii gibi
stirekli fonksiyonlarin sayisallagtirilmamis olduklarindan dolay1 sayisal bilgisayarlar tarafindan
analiz edilememesidir. Sonug olarak; f(x, y) seklinde gdsterilmis olan siirekli goriintiiniin (analog
goriintil), f]x, y] seklinde gosterilen dijital goriintiiye doniistiiriilmesi i¢in ayrik modeller tipinde

(discrete) ifade edilmesi Sekil 2.1°de gdsterilmistir. [8].

Analog signal

/m %/x/?\ . fémememe

Sekil 2.1. Analog sinyal / dijital sinyal doniistimiiniin modellenmesi

Digital signal{ { l




2.1.1. Goriintiiniin Modellenmesi

Sayisal goriintii matris seklinde tanimlandiginda; matrisin igerisindeki her bir satir ve siitun
indisleri aslinda goriintiiniin herhangi bir noktasini tanimlamaktadir. Dolayisiyla bu goriintiiniin her
bir noktasindaki gri seviye degeri, matrisin her bir indisinin sayisal degerine esit olmaktadir. Ortaya
cikan pikseller ya da goriintii elemanlari, olusturulan sayisal dizinin (matrisin) her bir elemanim
isaret etmektedir [9].

f(x, y) goriintii fonksiyonunun uzaysal koordinatlar ve genlik olarak sayisallastirilmasi
sonucunda, bu fonksiyon sayisal bilgisayarlarda islenmeye uygun hale gelir. Ornekleme; kartezyen
uzaysal koordinatlarin sayisallastirilmasi, niceleme ise genligin sayisallagtirilmast olarak
adlandirilmaktadir (Shanon’un Ornekleme ve Niceleme Teoremi) [10].

Sekil 2.2°de gosterilen bir resim; f(x, y) fonksiyonunun dérnekleme ve niceleme islemleri sonucu

sayisallastirilmasi gosterilmistir.

Sekil 2.2. Sayisal Goriintii Temsili ve Eksenleri

Goriintii elde etmek, dijital goriintii igleminin birinci sathasi olarak belirtilebilir. Dijital
goriintii isleme igin ilk dnce sensorlerden gelen goriintii bilgisayara aktarilir. Daha sonra goriintii
iizerinde bir dizi iglem yapilir ve sonunda goriintiileyici veriyi ¢ikisa iletir. Goriintii kaynaginin
yapisina bagli olarak goriintiiniin elde edilmesi i¢in kullanilan yazilim ve donanimlar farklilik
gosterebilir. Ornegin; CCD kameralar (CCD ve kizildtesi (IF)), X-Ray cihazlari, ultrason cihazlari,
Manyetik Rezonans (MR) goriintiileme sistemleri ve uydu gibi kaynaklar, evrendeki {i¢ boyutlu
nesnelerin dijital goriintiilere donistiiriilmesini saglayan sistemlerdir. Goriintlileme sensoriiniin
cikisi, uzaysal davranisi ve genligi, goriintiilenen nesneye bagli olarak degisen siirekli bir voltaj

dalgasidir. Ornekleme ve nicemleme islemleri; sensoriin ¢ikisinda elde edilecek bu siirekli veri olan



dijital goriintiiniin dijitize edilmesi i¢in kullanilmaktadirlar. Elde edilen f(x, y) goriintii fonksiyonu
koordinatlarda ve genlikte siirekli olabilir. Sekil 2.3’de dijital goriintii elde etmek i¢in hem

koordinat degerleri (Ornekleme) hem de genlik degerleri dijitize edilmistir (Nicemleme). [11].

&
|
Quantization

Sampling

Sekil 2.3. Ornek bir goriintiiniin 6rnekleme ve nicemlemesi.

2.1.2. Goriintiiniin Yakalanma Asamalari

Resimsel bilgilerin secilme, eklenme, ¢ikarilma gibi islemlere tabi tutularak degistirilmesi
ve analiz edilmesine goriintii isleme denilmektedir [12]. Bu analizlerde takip edilen birinci agama,
gOrlintli yakalama (image acquisition) islemidir. Sekil 2.4.’de goriintii yakalama isleminin
asamalar1 gematik olarak gosterilmistir. Buradaki nesne bir 151k kaynagi1 yardimiyla aydinlatilmstir.
Video kamera nesneden yansiyan optik formdaki 1sinlari algilamaktadir. Kamera, nesnenin optik
formda tamimlandigi bu 1sinlan elektrik sinyallerine doniistirmektedir. Bu islemden sonra
goriintiiniin format1 analoga ¢evrilmis olur. Sayisal doniistiiriicli yardimiyla analog sinyaller sayisal
sinyallere doniistiiriilmektedir. Son iglem olarak sayisal doniistiiriicii yardimiyla sayisal sinyallere
doniistiirmiis olan goriintii, islenmek iizere bilgisayar ortamina aktarilir. Bu iglemler i¢in 6ncelikle
gOrilintli sensoriine (Imaging Sensor) ihtiya¢ vardir. Sensoriin dretmis oldugu analog sinyalleri

dijital forma dontstiirebilecek sistemler analog/dijital dontstiiriiciiler igermektedirler [13].

Isik kaynagi
/ f ? Nesneden yansiyan 1sinlar
o T

~a N Video syl
Analog sinyal \ 3 Sl
— " _;..." g smy. Sayisallastinc —h_'::a.vtsal sinyal
o
Nesne Optik Analog
Goriintii Goriintii

Sekil 2.4. Goriintiiniin optik formda yakalanip analog forma doniistliriilmesi ve daha sonra dijital forma
gevrilmesi iglemi.
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Gorlinti



2.1.3. Goriintii isleme Algoritmasi

Bilgisayar ve yazilimlar yardimiyla elektronik ortamda bulunan islenmeye hazir halde
bulunan sayisal goriintii verilerinin amaca uygun sekilde degistirmeye yonelik yapilan ¢alismalara
gorilintli isleme denilmektedir. Goriintii analizi ise Goriintiilerden ulasilan istatistiksel analizlere
uygun sayisal veriler elde etmeye de goriintii analizi denilmektedir ve Sekil 2.5°de bu siire¢

gosterilmektedir [14].
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Sekil 2.5. Goriintii Isleme Algoritmasi

Resimsel bilginin dogal yapisini degistirerek, goriintiiyli yorumlayabilmek i¢in gelistirilmesi
veya ¢esitli goriintiileme sistemlerinde kullanilmak tizere daha kullaniglt bigime doniistiirme
siirecine goriintli isleme denilebilir. Diisiik kaliteli (giiriiltiilii, bulanik, vs.) resimlerin kalitesinin
artirilmasi ve igerisinde bulunan nesnelerin sinirlarinin tespit edilmesi de goriintii isleme teknikleri
ile saglanabilir [14].

Iki ya da ii¢ boyutlu gériintiilerin islenme ve analiz edilmesi asamasinda kullanilan teknikler
arasinda; nesneleri tanima ya da ayirma, sinirlarinin netlestirilmesi ve g¢izilmesi, nesnelerin
istatistiklerinin alinmasi, goriintiiniin kalitesinin iyilestirilmesi, resim tipinin degistirilmesi, ortaya
cikan histogramin esitlenmesi, resim giiriiltiisiiniin giderilmesi ya da resme giiriiltii eklenmesi,
resmin maskelemesi, filtrelenmesi, 6l¢eklendirilmesi, yonlendirilmesi, yansitilmasi ve renginin
diizeltilmesi yer almaktadir [15].

Gorilintii islemede farkli amaglar i¢in kullanilan yontemler bulunmaktadir. Bu yontemler
vasitasiyla olusturulan ¢esitli algoritmalar mevcuttur. YoOntemler ve algoritmalar ayni
isimlendirilmelerle kullanilmaktadir. Ornek vermek gerekirse; Gabor Siizgeg Metodu, Histogram
Esitleme, Fourier Doniisiim Metodu, Dalgacik Doniistimii Metodu, Topolojik Bagimsiz Bilesen

Analizi (TBBA), Medyan (Orta) Filtreleri, vb. [16].



2.2. Goriintii islemede Temel Kavramlar

Goriintii islemede temel olarak 4 adet kavramdan bahsedilebilir.

2.2.1. Piksel

Sutun (Coluinmn)
0 50 100 150 199 . .
Stitun (Column)

150 155 160 165

Satw (Row)
100
Satur (Rov

00

'

Imge/resim elemant

199

200x200 piksel boyunda bir imge ) . .
: (picture element=pixel/pel)

Sekil 2.6. Ornek bir dijital goriintii ve belli bir kismindaki piksellerin biiyiitiilmiis hali

Sekil 2.6’da esas yapis1 gosterilen bir dijital goriintii bulunmaktadir. Bu goriintiide satir ve
siitun indisleri matris bigiminde gosterilmistir. Olusturulmus olan bu matrisin her bir elemant
g0Oriintli igerisinde herhangi bir noktay1 tanimlamak i¢in kullanilmigtir. Ayrica bu noktalarin rengi
hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in matrisin her bir elemaninin barindirdigi dijital degerlere
bagvurulmaktadir. Sonug olarak bu dijital matris dizisinde bulunan her bir elemana goriintii elemani
veya piksel denilmektedir [11].

Bir resimde; f siddet birimi (parlaklik gibi), x ve y degiskenleri ise goriintiiniin gercek
koordinatlar1 olmak iizere tanimlanan f(x, y) fonksiyonu, ger¢ek yasamda bir goriintiiniin basit iki

degiskenli bir fonksiyonu olarak tanimlanir [17].

2.2.2. Isik

Enerji (dalga) ve madde (kiitle) oldugu ispatlanan 151k hakkinda birgok teoriler mevcuttur.
Isik kaynagi tarafindan yayilan ve radyasyon enerjisi seklinde olan kiigiik 151k dalgaciklari, gevreye
diiz ¢izgiler halinde yayilirlar. Elektromanyetik spektrumda ¢ok kii¢iik bir aralikta bulunan goriinen
151k ancak %2’lik kisma tekabiil etmektedir. Insanlar bu kiigiik araligin disindaki 151k dalgalarini
ciplak gozle gorememektedirler. [8].



Genel olarak goriinen 1518 dalga boyu 370 — 760 nanometre (0,38 — 0,76 mikron)
araligindadir ve bu bdlgede bulunan her bir rengin kendine ait bir dalga boyu vardir. Is1gin hizim
saniyede 300 bin km’dir ve c harfi ile gosterilir. ¢ = v. A bagintisina gore 151k, hem birimi Hertz
olan frekansa (v) hem de birimi Metre olan dalga boyu (A) degerlerine baghdir ve boslukta
299.792.458 m/s hiza sahiptir [8].

Sekil 2.7°deki elektromanyetik spektrum incelendiginde beyaz 1s18in  renklerine
ayristirtlmasindan bir renk bandinin olustugunu gézlemlemekteyiz. Bu renk bandi da bizlere dalga

boyu biiyiidiikge rengin mordan kirmiziya dogru déniismekte oldugunu gostermektedir.

ELEKTROMANYETIK SPEKTRUM
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Sekil 2.7. Elektromanyetik Spektrum

Siyah bir cisim {istiine diisen biitiin 15181 emdigi icin infrared (kizil 6tesi) ve ultraviyole (mor
Otesi) 1sinlar gibi biitiiniiyle gériinmez. Ayrica bir cisim 1sitildig1 zaman kademeli olarak sadece
belirli renklerde ve frekanslarda 1s1ma yapar ve bu i1simalar olduk¢a siirlidir. Bu kademeler
incelendigi zaman 1sitilan cisim Once kizil6tesi, sonra 1sindik¢a kirmizi ve sonugta beyaz renge
sahip olur. Cisim yeteri kadar 1sitilabilseydi mavi renge doniisiip en sicak yildizlar gibi ultraviyole
1sinlar sagabilirdi.

Giindelik hayatimizda 15181 dalgaboyunu degistirmenin ya da gozle goriilmeyen frekansini
goriiniir hale ¢evirmenin bir¢ok faydasi bulunmaktadir. Flioresan(fosforlu) maddelerin 6zelligi,
kendilerine gonderilen degisik frekanslardaki goriiniir bolge disindaki 1siklar: alip bunlarn daha
farkl1 frekanslarda yayabilip yansimalarmin daha parlak olmasidir. Ornek vermek gerekirse; reklam
panolarinda kullanilan fiioresan boya ve miirekkepler, ¢camasirlar1 daha parlak gdstermek igin
kullanilan UV 15181 mavi 1518a ¢eviren optik parlaticili temizleme tozlari, paralarin kontroliinde;

paranin iizerine niifus ettirilen boyanin geri yansitilmasi i¢in kullanilan 151k kaynagi [8].



2.2.3. Coziiniirlik

Bir goriintii ya da resimdeki yatay piksel sayis1 ve dikey piksel sayisinin kartezyen ¢arpimina
coOziiniirlik denilmektedir [11]. Pikseller i¢in boyut kavramindan bahsedemedigimiz i¢in
¢Oziiniirlik goriintiiniin ebatlariyla ilgili bilgi icermemektedir. Fakat mevcut goriintiideki piksel
sayist azaldikca ya da baska bir deyisle goriintiiniin ¢oziintirligi diistiikge goriintiideki pikselasyon
artar.

Bir goriintii i¢erisindeki ayrintilarin fark edilebilme derecesi, o goriintiiniin ¢oziiniirligii ile
alakalidir. Tam bu noktada Alan c¢ozlnirligi ve Parlaklik ¢oziniirliigi kavramlarindan
bahsedebiliriz. Alan ¢oziiniirliigli goriintii yiizeyinin herhangi bir yerinden alinan 6rnek sayisidir
(N x M). Parlaklik ¢oziiniirliigli de pikselin lizerinde bulunan rengin gri seviye karsiligi olarak
parlakligini belirtir. Bu iki kavramin degerlerindeki artis ne kadar fazla olursa sayisallagtiriimig
goriintiiniin orijinaline yaklagsmasi o oranda olur ve goriintiiniin kapladig: bellek alan1 da hizh bir
sekilde artar.

Sayisal goriintliyli elde etmek amaciyla kullanilan Alan hassasligi, analog goriintiiniin
yatay/dikey taranmasi esnasinda toplanan ornek sayisi ile ilgilidir. Analog goriintiiye ya da orijinal
gorlintiiye yaklasabilmek igin sayisal goriintiiyii olusturan piksellerin sayisinin (N X M)
fazlalagsmas1 gerekmektedir. Tam tersi durumda, goriintii icerisindeki ayrintilarin kaybolmasi ve
uzaysal ¢ozlintirligiiniin diismesi ancak piksellerin sayisinin azaltilmasiyla saglanabilir. Bu duruma
dama tahtasi etkisi (checkerboard effect) adi verilmektedir ve goriintii icerisinde yapay karelerin
olusmasi ile sonuglanmaktadir.

Sekil 2.8’de ¢esitli alan ¢oziiniirliigiine sahip 4 adet 8 bit gri-ton goriintii verilmistir.

Resimden de anlasilacagi gibi piksel sayisi azalmasi, dama tahtasi etkisini artirmistir [8].

Alan ¢oziiniirliigii, 256x256 Alan ¢oziiniirliigii, 128x128

128
\ ]

256

Sekil 2.8. Alan Coziiniirligii ve Pikselasyon



Siyah renkten beyaz renge dogru rengin parlakliginin 256 (8 bit) adimda artmasi gri seviye
skalas1 olarak adlandirilir. Gri seviye skalasinda her bir pikselin parlakligina karsilik gelen say1
parlaklik hassaslig1 kavramini ortaya ¢ikarmistir. Bu skaladaki her bir gri renk, herhangi bir rengin
karsilign olan parlakligi gostermektedir. Uygulamalarda yaygin olarak kullanilan gri-ton
goriintiilerde beyaz rengin gri seviye anlaminda parlaklik degeri 255°dir. Yani, gri-ton goriintiilerin
piksellerinin her biri m=8 bit ile temsil edilir ve gri seviye araliginda olmak tizere 256 farkli deger
alabilir (G = {0, 1, 2,..., 255}) . Gri seviyelerin sayisinin azalmasimin sonucu olarak, goriintii
icerisinde yapay ¢izgisel hatlar ortaya ¢cikmaya baslamaktadir.

Sekil 2.9’da 2" formiiliinde n=bit sayis1 olmak {izere; 256 renk (8-bit), 128 renk (7-bit), 64
renk (6-bit), 32 renk (5-bit), 16 renk (4-bit), 8 renk (3-bit), 4 renk (2-bit) ve 2 renk (1-bit) olan ayn1
alan c¢ozlnlirliigiine sahip (NxM=256x256) gri-ton goriintiiler verilmistir. Bu goriintiiler
incelendiginde; 8 bit ile 5 bit arasindaki farklar resmin gri-ton olmasindan da kaynakli olmak iizere
ciplak gozle tam olarak anlasilamamaktadir. Ancak 4 bit ile 1 bit arasinda resim kalitesinin

diistiiglinii cok net bir sekilde gorebilmekte ve yapay sinirlart fark edebilmekteyiz [8].

m=8 bit, G=256 renk m=7 bit, G=128 renk m=6 bit, G=64 renk m=35 bit, G=32 renk
; 256 256 256 mm

Sekil 2.9. Gri-seviye Renk Coziiniirligii

2.2.4. Parlakhk

Sekil 2.10’da x ve y uzaysal boyutlar olmak iizere; x—y koordinatlarindaki pikselin degeri

1(x, y) fonksiyonu ile gdsterilmektedir [18].
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Sekil 2.10. Koordinat Sistemi tizerinde goriintii

Gorilintliniin genel goriiniimiiyle ilgili iki adet 6zellikten bahsedebiliriz. Goriintiiniin gri
degerlerinin agirlikli ortalamas1 goriintiiniin parlakliginin ve varyans da goriintiiniin kontrastinin
bir dl¢tisiidiir. Sekil 2.11’de gosterildigi gibi, goriintiiniin piksellerinin gri degerlerine sabit bir say1

eklenerek ya da ¢ikartilarak ayn1 goriintiiniin parlakligini ayarlayabiliriz [19].

Orjinal b=-50

Sekil 2.11. Sabit sayiya gore parlaklik ayar

2.3. Gri - Diizey Skala

Goriintii tizerindeki piksel diizeylerinin farkli olmasindan dolay1 aydinlatma degerleri de
farkli seviyelerde olmaktadir. Boyle durumlarda goriintii tizerindeki her bir noktaya denk gelen
pikselin gri-diizey skala tizerindeki renk degerleri, goriintiiniin siyah-beyaz renk tonlarindan
meydana gelmesine sebep olur. Sekil 2.12°de goriintii lizerindeki her bir nokta i¢in farkh
aydinlatma diizeyi tanimlanmaktadir ve bu parlakliklar i¢in gerekli bitlerin yerlesimi de farklilik

gostermektedirler [7].
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16 farkli gri-ton (4-bit) parlaklik degeri i¢in her bir pikselin {izerinde bulunacak gri-seviye
parlaklik degerlerine Sekil 2.12°deki gibi drnek verilebilir.

15 | 15 | 15 | 185 | 15

0 siyah 317 (0015
) acik siyah (ar1) | 15 0 0 0 15
15 bevaz

Sekil 2.12. On alt1 bitlik gri-diizey skala ifadesi

2.4. Kenar Bulma

Gri tonlu bir Ornek resimlerde diisey eksen boyunca orneklerin kenarlarindaki ton
degisiminin seviyesi ciddi derecede degismektedir. Adim-Step fonksiyonu bir kenarin
modellenmesinde kullanilan en ideal fonksiyondur. Oysaki analog bir resimde kenara yaklastik¢a
ya da kenardan uzaklastikca piksel degerlerinin bir anda degil de kademeli olarak degistigi
gbzlenmektedir. Bu tiir modellemelere rampa seklinde modelleme denilebilir. Bazi durumlarda da

iki adet adim-step ya da rampa kenar birleserek ¢at1 ya da darbe bigiminde sinyaller tliretebilirler[8].

Sekil 2.13’de olusturulan kenar tipleri verilmistir.

() ih

() ()

Sekil 2.13. Kenar tipleri, (a) Adim (b) Rampa (c) Darbe (d) Cat1

Bir¢ok kenar bulma; filtreleme, tiirevleme ve kenar bulma algoritmalar1 diye adlandirilan {i¢

asamadan olusur. Resim igerisindeki giirtiltiniin yok edilmesi i¢in belirli siizgeglerden gegirilmesi
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islemi filtreleme asamasinda gergeklestirilir. Bu giiriiltiilerin olugsmasi genelde iki sebepten
dolayidir. Birincisi resim elde ederken kullanilan kameranin ve resmi g¢ekilecek nesnelerin fiziki
yapisi; ikincisi Oornekleme, quantalama hatalar1 gibi dijital resmin elde edilmesinde kullanilan
metotlardir. Resimdeki nesnelerde tespit edilecek olan kenarlarin yakinindaki bolgelerde, yogunluk
degisimi fazla oldugundan tiirevleme asamasi diye adlandirilan ikinci agsamada, resimdeki
nesnelerin kenar bolgeleri parlak hale getirilir. Son asamada ise, tiirevleme asamas1 yardimiyla elde
edilmis parlak kenar bolgelerinin kenar resmi elde edilmeye calisilmaktadir. Baska bir deyisle;
kenar bulma algoritmasi goriintiideki mevcut her bir pikselin parlaklik degeriyle, etrafindaki diger
piksellerin sahip oldugu parlaklik degerlerinin karsilagtirilmasi temeline dayanir. Parlakliklardaki
degisim miktarinin tespitinden kaynakli olarak Sobel, Laplace ve Prewit vb. gibi bazi kenar
belirleme algoritmalar1 gelistirilmistir ve hepsi de ayni algoritma mantigina dayali olarak

caligmaktadir[20].

2.5. Dijital Goriintii Cesitleri

Genel olarak dijital goriintiiler Sekil 2.14’deki gibi 4 farkli grup altinda incelenebilir.

1) Binari Goriintii: Siyah ve beyaz, 0 veya 1 olmak iizere 2 deger alirlar.

2)  Gri Renk Seviyeli Goriintii: Renk bilgisi igermeyen ve sadece parlaklik bilgisi igceren tek
renkli goriintiilerdir.

3)  Renkli Goriintii: 24 bitlik veri olarak bilgisayar ekranlarinda goriintiilenirler. Goriintiileme
RGB (R(Kirmizi1), G(Yesil), B(Mavi)) olmak {iizere; ayni objeye ait ii¢ adet gri seviyeli
goriintliniin kodlanarak iist {iste ekrana iletilmesi ile olusur.

4)  Cok Spektrumlu Goriintii: Goriiniir spektrumun disindaki bdlgelerden alinan ve yanlis renkli

goriintii olarak da adlandirilan gériintiilerdir.

Grirenk seviyeli goriintii

Dogal renkli goriintii

Yanbhs renkli goriintii

Sekil 2.14. Dijital Goriinti Tiirleri
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2.6. Goriintii isleme Islem Seviyeleri ve Kullanim Alanlar

Goriintiiden elde edilecek verilerin ¢esitliligine gére mevcut goriintiiler islenirken, kullanilan
islemler farkliliklar gostermektedir. Goriintiilere uygulanan 6n hazirlik evresi ile goriintiilerin
iizerindeki giiriiltii (gdriintli bulaniklig, netlik, kotii goriintii) azaltilip goriintii islemeye hazir hale
getirilir. Daha sonraki islemler ise sirasiyla; goriintii inceleme, nesne tanima ve yorumlama
basamaklaridir. Bu basamaklarda i¢in goriintiilere diisiik, orta ve yiiksek seviyede islemler
uygulanmaktadir. Diisiik seviye islemlerde; goriintiiye filtreler uygulanarak, goriintiiniin
iyilestirilmesi amacglanmaktadir. Orta seviyedeki islemlerde; bdliimleme ve tanimlama islemleri
kullanilarak bilgisayar islemleri i¢in goriintiilerdeki nesnelerin tanimasi ve siniflandirilmasi
yapilmaktadir. Yiiksek seviye islemlerde; goriintiilerdeki nesneler tanindiktan sonra, goriintiilerin
analiz edilmesi ve yorumlanmasi islemlerini kullanmaktadir. Ayrica goriintiiniin iyilestirilmesi
gerektiginde; her ii¢ seviye de kullanilabilmektedir. Bir goriintiiye sadece orta ve yiiksek seviye
islemler ancak goriintiiniin kaliteli ve yiliksek ¢Oziiniirliiklii cihazlar ile elde edilmesiyle
uygulanabilmektedir [21]. Tablo 2.1’de goriintii isleme teknikleri kullanilarak elde edilmis

goriintiilerin iglem seviyeleri, kullanim amag ve alanlar ile goriintiilerin renk bigimleri hakkinda

bilgiler verilmistir.

Tablo 2.1. Goriintii isleme iglem seviyeleri ve kullanim alanlari

Kullamim Alanlari

Kullamim Amaci

Islem Seviyesi

Goriintii Renk Bicimi

Uretim siireci iiriin tespiti

Ortopedi

Ug boyutl 1
. ¢ boyutlu yorumiama Diisiik Seviye . . .
Tasarim ve Imalat Nesne tanima . Gri ve Siyah-Beyaz Renkli
Uygulamalar1 Uriin ayristirma Orta Seviye Renkli ve Siyah-Beyaz
8 . VI .. Yiiksek Seviye 4 y
Urtin hasar tespiti
Robotik — Otomasyon
Hedef izleme
N t
Savunma Sanayi Yieisznth?rI;l:la Orta Seviye Renkli ve Gri
Giivenlik Uygulamalari e e e e L Yiiksek Seviye Gri ve Siyah-Beyaz
Goriintii iyilestirme
Parmak izi tanima
G(?r?ntl? ?y?lestl:rme (Mikrf)skobik) o . Siyah-Beyaz
Tip Alaninda Goriintii iyilestirme (Kardiyografi) | Diisiik Seviye Renkli Gri
Goriintiilerin Goriintii iyilestirme (Sintigrafi) Orta Seviye . .
; . . e el .. . Gri ve Negatif
Incelenmesi Ultrason ve rontgen goriintiileri Yiiksek Seviye

Gri ve Siyah-Beyaz

Tarihsel kalintilara doku giydirme

Diisiik Seviye

Mimari Uygulamalar Mimari yapilari yeniden | Orta Seviye Renkli
modellenmesi Yiiksek Seviye
Harita ve Jeodezi Orta Sevi
artta ve Jeodezt Uzaktan algilama F_a ev1ye. Renkli ve Gri
Uygulamalari Yiiksek Seviye
Gida smiflandirma Orta Seviye . .
d lamal. Renkli ve G
Gida Uygulamalan Besin alan tespiti Yiiksek Seviye eniive b
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2.7. Sayisal Gériintii isleme

Goriintii isleme sinyal islemeyle karistirilmamalidir. Sinyal islemede, veriler alinip 6l¢me ve
degerlendirme islemine tabi tutulur. Daha sonra, diger bir cihazda analiz edilebilir bir bicime
doniistiiriiliir ya da bir elektronik ortamdan bagka bir elektronik ortama aktarilmasina yonelik
islemler yapilmaktadir [22]. Belirli bir hedefe yonelmis goriintii kaynagindan alinan farkli icerikler
gOrlintliyli olusturur. Bu tarz goriintiilere 6rnek olarak rontgen, elektro mikroskop, ultrason ve
bilgisayar icerikli goriintiiler vb. verilebilir. Goriintii iizerindeki giiriiltiiyii (goriintii bulanikligy,
netlik, kotii goriintii) azaltmak icin goriintiilere uygulanan 6n hazirlik evresi goriintii islemenin
kalitesini artirict bir 6zellige sahiptir. Bunun i¢indir ki; goriintiilere diisiik, orta ve yiiksek seviye
iceren islemler uygulanmaktadir. Goriintiilerdeki nesnelerin goriintii igerigi detaylandirilmast
ancak mevcut gorintilerin bilgisayar ortaminda analiz edilmesiyle miimkiin kilinmaktadir.

Goriintii isleme bu detaylandirma asamalar1 Sekil 2.15°de verilmistir [23].

Orta seviyeli isleme

Boliimleme H Cikarim ]
i i R

| S e
I
]
]
]
]
]
]
]
]
1
I
I

Veri tabam mmpy Yornmlima. —-

Problem %
TUzawv1

Diisiik seviyeli isleme Yiiksek seviveli isleme

Sekil 2.15. Sayisal Goriintii Isleme Asamalar
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3. SOLUSYON YOGUNLUK ANALIiZi

Soliisyonlarin yogunluklarinin analizlerini yapabilmek i¢in 6ncelikli olarak preparatlarin
incelenmesi ve bu preparatlarin hazirlanis asamalarina bakilmasi gerekmektedir. Daha sonra
hazirlanan bu preparatin glinlimiizde hangi sistemlerle analiz edildigi 6nem arz etmektedir. Son

olarak da; alternatif goriintii analiz programinin incelenmesi faydali olacaktir.

3.1. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Metodu

ELISA, spesifik bir antijen ile bir antikorun reaksiyonu sonucu bazi hastaliklarin tanisinda
kullanilan bir test ¢esididir. Yine 6zel bir enzim kullanilarak testin sonucunu renklendirilir. ELISA
testiyle canli viicudunda olusmus olan antikorlarin tespiti, dolayisiyla baz1 enfeksiyon etkenleri
belirlenebilmektedir. Test i¢in hastanelerin laboratuvarlarinda damardan kan ve bazi viicut sivisi
ornekleri alinip, alinan kan 6rneklerinden analiz i¢in serum elde edilir. Son olarak Sekil 3.1.’deki
asamalardan ge¢cmis olan ve ELISA cihazlartyla ayrilmis olan serum 6rnegi, hastaliga 6zgii kitlerle
teste tabi tutulur [24]. ELISA testi yardimiyla HIV/AIDS, Kizamik, Kizamik¢ik, Kabakulak,
Hepatit B gibi bircok enfeksiyon hastaliklarimin ya da gebelik tanis1 konulabilmektedir. Orneklerde,
aranan antijen ve antikora rastlanirsa sonug pozitif, aksi taktirde sonug negatiftir. Sonucun pozitif
¢ikmasi aktif/onceden gegirilmis bir enfeksiyon ya da enfeksiyona karsi koruyucu bagisiklik gibi
cesitli anlamlar igermektedir. Sik¢a kullanilan Anti-HIV, HBsAg, anti-HBs gibi testlerin sonucu

ayni1 giin, daha az caligilan bazi testlerin sonuglar1 da birkag giin sonra alinabilmektedir[25].

1)Kuyucuklarn antijenle

kaplanmas: i < D

2)Yikama [

3)Antikorun eklenmesi | B Enzimle isaretli ikincil antikor
4)Yikama ‘ : o S

5)Enzimle isaretli ikincil
antkorun eklenmesi

6)Yikama
Kromojen
@
K jenin ekl si | = o®e
s:;:::‘gjc:::‘k;g::: :;l:l-iilmesi f : -
! . ——— =3 =4
o Serum dﬂusyonlan s
2 n B B o o AP AR Nt A (o= e
Test edilen
serumlar Q*’O‘@ WSy 7‘s§ )
@A @
‘OO.QQQQ) @
.\.Q@"f» -
® << | -
A Ve O

Sekil 3.1. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
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ELISA metotlarindan birisi olan Endirekt ELISA kisaca su sekilde agiklanabilir:

Kullanilacak teste gore 6zel tiretilmis olan mikroplakalarin kuyucuklarina baglanmis 6zgiil
antikorlar bulunmaktadir. Mikroplakanin igerisine; aranacak materyal (serum) ve mikroplakada
mevcut yapisik durumda bulunan antikordan (1. hayvan) farkli yapida bir antikor (2. Hayvan)
karigimi eklenir. Mikroplaka igerisindeki mevcut ve sonradan eklenen antikora baglanan bir antijen
varsa; son agamada enzime uygun kromojen substrat eklendiginde kuyucuk igerisinde renklenme

olusur[26-27].

3.2. ELISA Okuyucu Cihaza

Mikroplaka okuyucu, biyolojik arastirma ve goézlemsel caligsmalarin ¢esitli alanlarinda
kullanilan 6énemli bilimsel araglardan birisidir. Fotometrik mikro plaka okuyucu veya elisa plaka
okuyucu olarak da adlandirilabilir. Genellikle arastirma laboratuvarlarinda kullanilan Elisa
okuyucular ile kanserin tespiti de yapilabilmektedir. Bagka bir deyisle, Elisa okuyucuya, gézlemsel
caligmalarin sonuglarini tasarlamak igin uyarlanmis 6zel spektrofotometre de denilmektedir. Plaka
okuyucunun mikro kuyularinda cesitli biyolojik 6rneklerin sonuglarmin okunmasi, genellikle
caligmalarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik yonlerinin gozlemleri amaciyla kullanilmaktadir.
Arastirmacilar ve bilim adamlar1 mikro kuyularindaki ¢esitli 6rnekleri degerlendirmek igin Elisa
okuyucu cihazini kullanmaktadirlar.

Tipik bir mikroplaka elisa okuyucu, degerlendirmeler i¢in numune reaksiyonlarini icermek
iizere kullanilan yaklasik 96 kuyuya sahiptir. Mikroplaka okuyucu — elisa plaka okuyucu, dogrudan
veya ikincil antikorlar kullanilarak kati bir yiizey iizerinde yakalanan bir antijen veya antikorlarin
tespiti i¢in kullanilir. Bu antikorlar, antijenin varligin1 belirtmek i¢in etiketlenir. Elisa plaka
okuyucusunda iiretilen reaksiyon hizlar1 spektrofotometreler tarafindan okunur ve arastirmada
kullanilir. Mikroplakalar, 6zel spektrofotometreler kullanilarak bir¢cok degerlendirmenin yapildigt
biyolojik arastirmalarin temel parcasidir.

Biyolojik ve bilimsel laboratuvarlarda ¢ok modlu okuyucularin bir¢ok kullanimi vardir.
Plaka okuyucunun ¢ok katmanli kuyularindaki reaksiyonlar1 analiz etmeye yardime1 olurlar. Bu
yontemle, sonuglar, ¢ikarilan sonuglarin dogrudan okunmasi teknigiyle yorumlanabilir. Elisa
tekniginin seroloji ve immiinoloji alanlarinda dogrudan uygulamasi vardir.

Mikroplaka okuyucu teknigi, organizmalarda ve diger hayvanlarda enfeksiydz bir ajanin
antikorlarinin ve antijenlerinin varligim dogrular. Burada bir agidan veya oto-antikorlardan gelen
antikorlar da tespit edilir.

Bir mikroplaka okuyucunun 6zel bir spektrofotometre olarak adlandirildigina
inanilmaktadir. Ikisi arasindaki tek fark: geleneksel spektrofotometre ve mikroplaka okuyucusu,

mikroplaka okuyucusunda kolorimetrik ajanlarin bulunmasidir. Geleneksel spektrofotometrede
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cok plakali okuyucuda bulunmayan genis bir dalga boyu araligina bulunmaktadir. Mikroplaka
okuyucuda ayrica sonuglart yorumlamak i¢in kirinim 1zgaralar1 bulunur. Bu durum ¢esitli kanser
tiirlerinin tespiti i¢in elisa tekniklerinde daha 6nemlidir. En iyi mikroplaka okuyucuda dalga boyu
aralig1 400-750 nm arasindadir. Baz1 mikroplaka okuyucularin analiz i¢in ultraviyole araliginda
calistig1 goriiliip, 340 ila 700 nm 151k 151nlar1 arasindaki analizlerde gergeklestirilir.

Mikroplaka okuyucudaki optik sistem, iyi degerlendirme sonuglar1 saglamak i¢in bircok
tiretici tarafindan kullanilmaktadir. Biyolojik 6rnekleri igeren plaka okuyucu kuyularina 1sik 1gmlar
saglamak icin optik fiberler kullanirlar. Bu numuneler analiz i¢in mikroplaka okuyucunun farkli
kuyularmna yerlestirilir. Biyolojik numunelerden gecen 151k 1sinlar1 1 ila 3 mm c¢ap araligindadir.
Ornek reaksiyonlarindan gelen 151k 1sinlarm algilamak icin elisa plaka okuyucuda bir algilama
sistemi kullanilir. Bu sistem ayrica sinyali yiikseltir ve reaksiyon 6rneginin abzorbans oranini
belirler. Plaka okuyucularindan olusan bir okuma sistemi, agik ve 6zlii yorumlama igin 1s1k
demetlerini veri setlerine doniistiiriir. Biyolojik test numuneleri, hassas bir sekilde tasarlanmig
plakalara veya bir mikroplaka okuyucunun kuyularina yerlestirilir. 8 siituna 12 sirali mikroplakalar,
tipik bir mikro plaka okuyucusunda toplam 96 kuyuya sahiptir. Bu, ¢ok katmanli bir okuyucudaki
ortak kuyu sayisidir. Bazi plaka okuyucularda, daha fazla reaksiyon 6rnegini barindirabilen daha
fazla sayida kuyuya sahip plakalar da vardir.

Plaka okuyucularin 6zel uygulamalar1 durumunda, kuyu sayisi en iist diizeye (384 oyuklu)
¢ikarmaktir. Kuyucuklardaki artig, numunelerde kullanilan reaktiflerin sayisin1 azaltmak igin
yapilir. Optik sensorlerin mikroplaka okuyucudaki konumu iireticilere bagli olarak degisir.
Bazilarinda numune plakasinin tizerinde yer alabilir, bazilarinda ise dolayli olarak mikroplaka kuyu
bolgelerinin altinda olabilir.

Artik son zamanlarda, mikroplaka okuyucular tarafindan diizenlenen ve bilgisayar ekranina
yerlestirilmis mikroislemciler gibi farkli kontrol ozellikleri vardir. Bu baglanti ara yiizleri,
mikroplaka okuyucuda kullanilan ¢esitli reaksiyon orneklerinden gelen bilgileri degerlendirmek
icin uiretilmistir. Bu sistemlerde okuyucudaki kalite ve siire¢ kontrol programlar1 gibi 6zelliklerin
kullanim1 kolaydir. Tiim bunlar, mikroplaka okuyucuda tam test otomasyonuna izin veren bir

bilgisayar kullanilarak yapilir[28].

3.3. Fotometrik Olciim Metodu

Fotometri bir ¢ozelti i¢indeki maddenin abzorbansinin; 151k kaynagindan ¢ikan 1s1k miktari
ile mevcut dedektor lizerine diisen 11k miktarinin farki olarak ifade edilebilir. Bu islem filtreler
kullanilarak yapiliyorsa cihaz fotometre adini, yariklar ya da prizmalar araciligi ile yapiliyorsa

Sekil 3.2°deki gosterildigi gibi spektrofotometre adini almaktadir. Cozelti konsantrasyonunun
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belirlenmesi i¢in degeri bilinen bir ¢dzeltinin sogurdugu 151k miktar ile kendi absorpladig: (optik
dansite/OD) 151k miktarinin karsilastirilmasiyla hesaplanir.

Spektrofotometrelerde kullanilacak 151k, ¢ozeltinin kuvvetli sogurdugu dalga boyunda
secilmelidir.  Spektrofotometrelerdeki  Olglimlerde mevcut  Orneklerdeki  soliisyonlarin
konsantrasyonlari bulunur. Bunun i¢in soliisyon icerisindeki maddenin tespitine uygun dalga boyu
secilir. Konsantrasyonu bilinen baska bir 6rnegin abzorbans (A) ya da Optik Dansite (OD)’si ile
karsilastirilip gerekli matematiksel islemler yapildiktan sonra sonuca ulasilir. Ya da soliisyonlarin
abzorbans degerleri, abzorbansi sifir kabul edilen bir soliisyonun abzorbans degeriyle karsilastirma
islemi yapilir. Bunun i¢in de yine belirli bir dalga boyu secilir. Her soliisyonun abzorbansi ayr1 ayr1
Olciilerek sonuglari bir grafik kdgidina yazilmak suretiyle standart grafigi elde edilir. Sonrasinda bu

grafik vasitasiyla soliisyonlarin abzorbanslarina karsilik gelen sonug bulunabilir [29].

. Spectrophotometer
‘ Collimator Wavelength Selector Detector
(Lens) (Slit) (Photocell)
Digital Display
Light source Monochromator Sample or Meter
(Prismor Grating) Solution

(in Cuvette)
= 7 d !!

Sekil 3.2. Spektrofotometre Calisma Prensibi

3.4. Goriintii Analiz Programm

Fotograflar, siyahtan beyaza kadar sonsuz sayida renk tonu ile goriintiilenirler. Bu gélgeler
kesintisiz olarak siirekli olarak harmanlanir. Insan géziiniin aksine, bir bilgisayar siirekli tonlu
goriintiileri yorumlayamaz. Dijital sistemler, bir goriintiiniin gri tonlamali bilgilerini sayilara
cevirir. Sayisallagtirma islemi en iyi sekilde goriintiiniin {izerine gériinmez bir 1zgara yerlestirmek
ve her 1zgara konumunda goriintiiniin parlakligini, kontrastini ve rengini yorumlamak olarak
tanimlanir. Her 1zgara konumundan elde edilen sayilar bir piksele atanir. Bir goriintiideki tiim
piksellerden gelen bilgiler, bir piksel matrisi olugturmak i¢in birlikte gruplandirilir. Olusturulan bu
matris, her pikselin satirin1 ve siitununu (x, y) tammlayan koordinat konumunu ve her piksel

konumunda parlaklik bilgisi ve yogunluk bilgisini igermektedir. Carestream MI Yazilimi, diger
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programlara benzer sekilde, bu piksel matrislerini gelistirmek ve islemek i¢in filtreleme tekniklerini
kullanir. Image Display penceresi, sahte renk paleti uygulayarak veya dnceden tanimlanmis diger
cesitli filtreleri uygulayarak gorlintlinliziin kontrastimi ve gamasini ayarlayarak goriintiiniin
goriinlimiinii degistirmemize olanak tanir. Image Display penceresindeki tiim se¢eneklerde oldugu
gibi parlakligi ve kontrast1 ayarlamak, goriintii veri biitiinliiglinii korurken gorsel goriintiiyii etkiler.
Ayrica goriintiiniin gamasii da ayarlayabiliriz. Gama, bir goriintiideki ilgilenilen 6genin
kontrastim1 azaltarak veya artirarak goriintii goriinlimiinii iyilestirmek i¢in kullanilabilen
matematiksel bir doniisiim islevidir. Sekil 3.3’de de goriindiigii lizere bir goériintiiniin gamasini
ayarlamak, gri seviye dagilimini orantisiz bir sekilde carpitir; yiiksek gama degerleri goriintiiyii

aydmlatir ve diisiik gama degerleri goriintiiyii koyulastirir.

Gamma = 0.25 ...........
Gamma = 1 ........
Gamma =4 . .

Sekil 3.3. Goriintiiniin gama degerine gore gri-skala degisimi

Image Display penceresinde siyah noktayi, beyaz noktay1 veya gamay1 ayarlamak yalnizca
ekrandaki, disa aktarilan ve yazdirilan goriintiiyii etkiler. Bu ayarlar goriintii verilerini etkilemez.
Yazilim ayrica iki temel goriintii filtreleme tiiri sunar: Tek Piksel Filtreleme ve Komsu Piksel
Filtreleme. Bu filtreler, goriintiiyli iyilestirmek, belirli bir 6zelligi gelistirmek veya goriintiiniin
gorsel goriiniimiine 6zel efektler eklemek icin tasarlanmistir:

Tek Piksel Filtreleme—tek tek pikseller iizerinde matematiksel veya mantiksal bir
hesaplama gergeklestirir ve sonugta ortaya ¢ikan deger goriintiilenmek iizere goriintiide degistirilir.
Ornegin, Ters Cevir islemi her pikselin yogunluk degerlerini tersine gevirir, yani beyazlar siyah
olur. Komsu Piksel Filtreleme—piksel gruplar1 iizerinde matematiksel veya mantiksal
hesaplamalar yapar. Komsuluk filtreleme, tek noktali piksel islemeden farklidir ¢iinkii filtreleme,
her pikseli ¢evreleyen piksel grubu ilizerinde matematiksel hesaplamalar yapmak igin bitisik
piksellerden gelen bilgileri kullanir. Bir hesaplamaya dahil olan piksel sayisi, filtre ¢ekirdegi
tarafindan tanimlanir. Yazilim bu piksel hesaplamalarin1 3 x 3, 5 x 5 veya 7 x 7 komsu piksel
gruplar1 iizerinde gerceklestirir. Ornegin, 3 x 3 cekirdek, merkez piksel igin yeni bir deger
hesaplamak i¢in pikseli ¢evreleyen sekiz komsusu (gri golgeli) ile degerlendirir. Bu islem, sekiz
bitisik pikseli ile piksel piksel goriintii boyunca tekrarlanir. Programda analizi yapilacak resimdeki

ilgi bolgesi (Region Of Interest/ROI) 4 farkl sekilde bulunur:
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1) Kenar Algilama, unsurlarin kenarlarini arar. Bu yontem, gradyan kenarlarim arar. Sinirdaki
yogunluk degisikliklerinin orani, gradyan veya egim degisimleri aranarak hesaplanir.
Bulunan ROTI'lerin sayisi, gradyan ayariyla kontrol edilir (%0,1-%200). Bu deger, algoritma
tarafindan, yeni bir ROI nesnesi olarak tanimlanmadan 6nce kenarin ne kadar dik bir egime
sahip olmasi gerektigini (kenar boyunca yogunluk degisim orani) belirlemek igin kullanilir,
Secilen yiizde ne kadar yiiksek olursa, aranan kenarlar o kadar keskin ve ROI o kadar yogun
olur.

2)  Esik, goriintii nesnelerini arka plandan ayirmak i¢in 6nceden tanimlanmis bir sinyal esik
degeri kullanir. Bu yontem, goriintiiniin iyi ayrilmig ve diizgiin bir arka plana sahip nesneler
(6rnegin, nokta ve yuva lekeleri) icerdiginde kullanmishdir. Bu yontemde, esik degerinin
iistiindeki veya altindaki piksel gruplari, birlikte ROI'ler olarak gruplanir. Bu teknik, arka
plan yogunlugunda biiyiik farkliliklar olan goriintiiler i¢in iyi ¢calismayacaktir.

3)  Yogunluk Dilim, goriintiiyii li¢ ayr1 yogunluk araligina boler. Esik teknigi gibi, bu teknik de
gorlintiideki arka plan varyasyonlarma karsi hassastir. ROI'ler, orta araliktaki piksel
gruplarindan olusur. Bu teknik kullanarak, yalnizca daha acik veya daha koyu nesneleri
bulmak ve analiz etmek i¢in maksimum ve minimum sinyal degeri ayarlanabilir, 6rnegin
mavi/beyaz koloni tahlillerini veya farkli boyalarla boyanmus jelleri saymak.

4) Zirve Bulucu, programda kullanilan diger otomatik ROI buluculardan farklidir, ¢iinkii
yogunlugun zirveleri etrafinda rastgele sekiller degil, oval veya dikdortgen ROI'ler olusturur.
Zirve bulucu, diger bulucularin tek olarak gruplayabilecegi zirveleri ayirabilir. Ayrica, tepe
bulucu, goriintii arka planindaki degisikliklere diger otomatik bulma ROI yontemlerine gore
¢ok daha az duyarlidir. Ornegin koloni plakalarini veya plak tahlillerini sayryorsaniz, tepe
bulucuyu en yararli bulursunuz.

Yazilim, ¢ogu Windows uygulama programi gibi kolayca bilgisayarimiza yiiklenebilir.
Molekiiler Goriintiileme Yazilimi CD'si CD siiriiciisiine takilir ve yiikleyiciyi baslatmak icin
Installer.exe simgesi ¢ift tiklatilir. Yiikleyici, yiikleme islemi boyunca sizi yonlendirir. Sistemin
tam islevselligini saglamak i¢in yazilimi varsayilan dizine yiiklemek icin Tam Kurulum'u
sectiginizden emin olmamiz gerekir.

Carestream Molekiiler Goriintiileme Yazilimi, verilerin dogrulugunu korumada 6nemli olan
kayan nokta degerlerini kullanarak analizi gerceklestirir. Kayan noktanin avantaji, matematiksel
islevler gerceklestirilirken verilerin kesilmemesi veya kirpilmamasidir. Satir ve siitunlarda diizenli
araliklarla yerlestirilmis yuvalari, noktalari, dizileri veya mikro plakalar1 analiz etmek igin
gorilintiide ROI’ler olusturularak olgiimler gerceklestirilebilir. Dikdortgenler veya elipsler iceren
bir 1zgara yapilabilir. Cizildikten sonra, bu ROI'ler diizenlenebilir, tasinabilir ve ¢ogaltilabilir.
ROPI’ler ¢izdikten sonra, ROI’'nin merkeze (kiitle merkezi veya yogunluk dagiliminin 2. momenti)

gore konumu otomatik olarak ortalanmasi segilebilir. ROI’ler standart olarak belirlenebilir ve
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bilinmeyen ROI'leri 6lgmek tizere bir kiitle egrisi olusturmak icin bu standartlar kullanilabilir. ROI
Analizi Verileri penceresi, tiim ROI verilerini elektronik tablo bigiminde gosterir. ROI Coziimleme
Verileri penceresinde hiicreleri secebilir, kopyalayabilir ve ardindan bunlar1 diger programlara
yapistirabilir veya sekmeyle ayrilmis bir metin dosyasini disa aktarabilirsiniz. Onceden ayarlanmis
bir 1zgara veya kendi 1zgaranizi olusturmay1 secebilirsiniz. Olusturulduktan sonra, 1zgaranizi ve
ROP’leri dondiirebilir, yeniden konumlandirabilir veya yeniden boyutlandirabilirsiniz. Benzer
denemeleri diizenli olarak gerceklestiriyorsaniz, kilavuzu sablon olarak kaydedebilirsiniz. Bir

gorilintiiye sablon uyguladiginizda, 6nceden tanimlanmis ROI’lerin tam bir kopyas1 uygulanir.
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4. MATERYAL VE METOT

Caligmamizda 96 kuyucuga sahip Elisa plakasmin verileri kullanilmigtir. Plakalarin
goriintiileri Dicle Universitesi Merkez Laboratuvari Elisa Boliimiinden temin edilmistir. Plakalarin
icerisinde 8 adet kontrol ve kalibrator, 88 adet hasta numunesi bulunmaktadir ve goriintiisii Sekil

4.1.’da verilmistir.

4.1. Klasik Yontemle Analiz

Fotometrik 6l¢lim metodu yardimiyla Triturus marka Elisa analizoriine yerlestirilmis olan
plakanin her kuyucugunun OD degeri tayin edilmistir. Kalibratorler yardimiyla cihazin fotometrik
kalibrasyonu yapildiktan sonra pozitif ve negatif kontrollerle de numunelerin OD degerleri ile
pozitif (hasta) ya da negatif (hasta degil) durumlari degerlendirilmektedir.

Plakalara ytliklenmis olan numunelerde Colyak Hastaliginin var olup olmadig1 aragtirilmigtir.
Gliiten ad1 verilen bir madde ¢ogunlukla arpa, bugday ve cavdar gibi tahillarda bulunmaktadir.
Colyak hastaligina sahip bireylerin bagisiklik sistemleri de, iste bu gliitene karsi anormal bir yanit
vermektedirler. Colyak hastaliginin teshisi i¢in doku transglutaminaz IgA testi yapilmaktadir. I[gA
testi icin Elisa yontemi bir secenektir. Sekil 4.1°de analizi yapilacak olan 96 kuyucuklu Elisa

plakasinin islenmemis goriintiisii bulunmaktadir.

Sekil 4.1. Analizi yapilan 96-well plate drnegi
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Plaka iizerindeki A1-F1 arasindaki 6 kuyucuk kalibrator, G1 kuyucugu pozitif kontrol ve H1
kuyucugu negatif kontroldiir. Geriye kalan 88 kuyucuk da ise hasta numuneleri bulunmaktadir. Her

bir kuyucuga ait Optik Dansite (OD) degerleri Tablo 4.1., Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.’de gdsterilmistir.

Tablo 4.1. Numunelerin Optik Dansite (OD) degerleri-I

Kuyucuk OD Kuyucuk OD Kuyucuk OD Kuyucuk OD
No Degeri No Degeri No Degeri No Degeri
Al 2,862 A2 0,087 A3 0,057 A4 0,07
B1 2,053 B2 0,052 B3 0,046 B4 0,069
c1 1,13 C2 0,072 C3 0,116 C4 0,051
D1 0,501 D2 0,099 D3 0,068 D4 4,367
E1l 0,246 E2 0,081 E3 0,065 E4 0,046
F1 0,023 F2 0,042 F3 0,117 F4 1,863
G1 1,483 G2 0,085 G3 0,094 G4 0,169
H1 0,156 H2 1,537 H3 0,092 H4 2,385

Tablo 4.2. Numunelerin Optik Dansite (OD) degerleri-II

Kuyucuk OD Kuyucuk OD Kuyucuk OD Kuyucuk OD
No Degeri No Degeri No Degeri No Degeri
A5 2,209 A6 0,052 A7 0,046 A8 0,05
B5 0,073 B6 0,159 B7 0,063 BS 0,067
Cs 0,054 C6 0,083 c7 0,032 C8 0,096
D5 0,095 D6 0,04 D7 0,04 D8 0,059
E5 0,025 E6 0,088 E7 0,061 E8 0,028
F5 0,207 F6 0,078 F7 0,028 F8 0,032
G5 0,07 G6 0,057 G7 0,05 G8 0,044
H5 1,233 H6 0,054 H7 0,062 HS 0,041

Tablo 4.3. Numunelerin Optik Dansite (OD) degerleri-III

Kuyucuk (0))) Kuyucuk OD Kuyucuk OD Kuyucuk OD
No Degeri No Degeri No Degeri No Degeri
A9 0,042 A10 0,092 All 0,077 Al2 0,045
B9 0,038 B10 0,04 B11 0,052 B12 0,046
C9 0312 C10 0,037 c11 0,031 C12 0,055
D9 0,055 D10 0,046 D11 0,047 D12 0,067
E9 0,345 E10 0,035 El1 0,017 E12 0,022
F9 0,037 F10 0,039 F11 0,072 F12 0,034
GY 0,036 G10 0,04 G11 0,04 G12 0,146
H9 0,039 H10 0,04 H11 0,048 H12 0,061
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4.2. Goriintii Isleme Programiyla Analiz

Elisa yontemi agamalarindan gegen plakanin her bir kuyucugunda olusan renk degisimlerini
hassas bir gekilde analiz edebilmek i¢in dncelikle plakanin fotografini miimkiin olan en iyi kalitede
cekip sistemimizde bulunan Carestream MI goriintii isleme programina yiiklenmesi gerekmektedir.
Program yardimiyla resmin parlaklik, bulaniklilik, kontrast gibi ayarlarini kolayca yapabilir. Ayrica
resim boyutlarin1 analiz 6ncesi istedigimiz ebatlara getirilir. Resmi gri-skalaya doniistiirdiikten
sonra yogunluk oOl¢limii yapilacak alan resim f{izerinde belirlenip secilir. Secili bolgedeki
kuyucuklarin boyutuna gére (kuyucuklarin her birinin goriintiisii elipse yakin) referans bir sekil
olusturulur. Sekil 4.2°de olusturulan ve otomatik olarak gogaltilabilen bu elipsleri, 96 kuyucugun
her birisinin lizerine 1 elips gelecek sekilde yerlestirilmesi ve program vasitasiyla elipslerin altinda
kalan alanlarin her birisinin piksel sayisi, parlaklik, yogunluk vb. degerleri gosterilmistir.

Burada yapilan islemler resmin piksel degerleriyle oynamak degil, gerekli isaretlemeler

yapilarak hedef bolgelerin yogunluklarinin 6lgiilmesi iglemidir.

QCar,estr,eum MI -son *

i M RO| Analysis - son
L AL \ Y W N —
; |
Set Standards ’ ROISet1 v Display 96 ROIs (0 Stds) Reference: as Ratio v
Set Background
‘Mass it 5| Select|  Serial ROl Net Sum Mean | Bkand. ax Win | Sndard | A
_ Masscuve | T[ w1 | Number | Type | intensity | intensity | intensity | intensity | intensity | intensity | Name =
Z Templates 1] ibyRet | /byRef | sbyRef | /byRef | sbyRef | /byRef
o 70| Blipse| | 08570011 0.857091| 0.9076141| 0.8020798| 09936673
centerros | il 71 Bipse|  0.102095 03606266 08606267 0.002661] 05362066 0.6605213
- em———— 72| Blipse| 0.1762175| 08908242 08908242 0.9369521| 0.9263337| 0.7166277
}_ Delete ROISet i
- 73] Blipse| 1 1 1 1 1 1
< ___ViewOptions | 74 Bipse | osee00| osees00z| 0sz7os0s| 0sasssse] 07402308
0 75 75 Blipse| 0.1230024| 0.8716025| 0.8716025| 0.9199246| 0.8119972| 0.9189477
76 76| Blipse| 0.2421818| 08831304 08831304 0.9245035| 0.8586178| 0.9960642
> 77| 77| Gipse| 03547551 0675055 076055| 09086726| 06200976 09930714
78 78| Blipse| 0.3360774| 0.8721371| 08721371 0.8067398| 0.7824676 1.105732
< & - 79 79| Blipse| 0.3862602| 08760014 0.8760014| 0.9076141| 0.8020798 1.106856
Z 80| @ Bipse x| 08751167 08751167| 0.9257169] 08116337 09836673
O 81 81 Blipse| 0.2125956| 0.8709829| 08709828 0.9134817| 0.8063067 1.054035 El
82| 82| Blipse| .| 0873235 0873235 0.9369521| 0.8162606 1.038943
83| 83 Gipse| 0.1033131] 09761305 06761305| 09260220 0.834464] 1032433
84 84| Blipse| 0.0100384| 0.9144233| 0.9144239| 0.972802| 0.9048492| 0.7361879
;I—'x o m \ 85 85| Blipse| 0.5505702| 09415365 0.9415365| 0.9667733| 0.9997775| 0.9122303
T fou i 103257 DI
Raf id] et e B s e )
>
\ v
v ,/ Vs
| >
ROIs:1/36 Ww2g H29 [Area 673 Net -458308  [X:788pix |V 384 pix

Sekil 4.2. Goriintii Isleme Programi Analiz Ekram

Optik yogunluk (OD), bir maddedeki madde miktarini sirasiyla ilettigi 151k miktarini 6lgerek
belirler ve su sekilde ifade edilir:

Optik Yogunluk=C (log10 %) 4.1)

Denklem 4.1°de;
C = Belirli bir deneyde konsantrasyon degisimlerini esitleyebilmek i¢in kullanici tanimli
sabit (C’nin varsayilan durumu=1"dir).

A = Maksimum gdzlemlenebilir yogunluk (beyaz nokta).
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B = Minimum gozlemlenebilir yogunluk (siyah nokta).
I = Kaynak goriintiideki her piksel i¢in yogunluk degeri.
Goriintii isleme programinin genel isleyis prosediirleri Sekil 4.3.’da detayli bir sekilde

[ BasLa |

¥

Resim viikle

verilmistir.

¥

Resmi Gri Skalaya dénigtir

¥

Yogunluk &lgimi vapilacak bélgeyi sep

¥

Analiz simrlanm otomatik va da manuel belirle

¥

Resimdeki her ayrik ve farkli renkte boyvanmig boélgedeki pikselleni say

¥

Her bolgenin alanini hesapla

Her alanda bulunan piksellen: hesapla
Her alanin parlaklizim hesapla

DUE

Sekil 4.3. Goriintii isleme programi genel akis semasi
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5. BULGULAR VE TARTISMA (ANALIiZ)

Elisa plakasinin iizerindeki kuyucuklarin her birindeki drnekler goriintii isleme teknigiyle
hassas bir sekilde okunabilir. Plakanin igerisindeki pozitif kontrol degerini (Tablo 5.1.’da 73 nolu
kuyucuk) referans deger olarak alabiliriz. Degeri 6nceden belli olan bu kontroliin yogunluk
degerine gore diger tiim numunelerin yogunluklar1 kolayca hesaplanabilmektedir. Pozitif kontroliin

altindaki degerler negatif (hasta degil), lizerindeki degerler pozitif (hasta) sonucunu vermektedir.

Isaretli bolgelerin belirttigi alanlarin yogunluklari Tablo 5.1.’da verilmistir.

Tablo 5.1. Kuyucuklarin Yogunluk (piksel sayis1) degerleri

Kuyucuk

Kuyucuk

Kuyucuk

Kuyucuk

No Yogunluk No Yogunluk No Yogunluk No Yogunluk
1 1,9819808 25 0,7802675 49 0,26986712 73 1
2 0,4135892 26 0,2889634 50 0,43195560 74 0,4490737
3 0,3919385 27 0,2651304 51 0,36303618 75 0,1230024
4 0,1430370 28 0,6576109 52 0,48199537 76 0,2421818
5 1,1511663 29 0,7089385 53 0,60018867 77 0,3542551
6 0,2511543 30 0,3182169 54 0,3107481 78 0,3360773
7 0,2794537 31 0,2857098 55 0,22128099 79 0,3862601
8 0,3114646 32 0,3801561 56 0,11330726 80 0,6083410
9 0,2005745 33 0,7820953 57 0,5515207 81 0,2125955
10 0,1137255 34 0,2028264 58 0,1068907 82 0,2002464
11 0,2595287 35 0,8226935 59 0,6171215 83 0,1033130
12 0,6198344 36 0,1828807 60 0,1458724 84 0,0100384
13 1,3737214 37 0,4261223 61 0,1555262 85 0,5505702
14 0,2449247 38 0,1575358 62 0,2215248 86 1,0392566
15 0,2545813 39 0,1069857 63 0,4052836 87 0,4938354
16 0,3668320 40 2,8082401 64 1,2860578 88 1,6046510
17 0,4378235 M 0,7143633 65 0,5610026 89 0,8104410
18 0,2197331 42 0,2363335 66 0,5234650 90 0,4276438
19 0,3283806 43 0,2474871 67 0,4305790 91 0,8459134
20 0,4180325 44 0,1677332 68 0,2139462 92 0,1946710
21 0,2780845 45 0,4138939 69 0,1551719 93 0,4773259
22 0,4523396 46 0,5099456 70 0,2863295 94 0,5841825
23 0,2982291 47 0,2189437 7 0,1929849 95 0,5081450
24 0,4482865 48 0,3113296 72 0,1762174 96 0,3719730
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Sekil 5.1.’da program yardimiyla resmin gokkusagi (rainbow) goriintii imaji secilip renk

skalasindaki minimum (mor), maksimum (kirmizi) ve gama ayarlar1 diizenlenmistir.

Sekil 5.1. Ornek rainbow renk paletli goriintii

Sekil 5.2.’da orijinal goriintii greyscale olarak gosterilmistir. Parlaklik, kontrast ve gama

ayarlamalar yapildiktan sonra pozitif degerler netlestirilmistir.

Sekil 5.2. Ornek greyscale goriintii

Sekil 4.1.’da Al, Bl1, Cl, D1, El, F1 kuyucuklari; genellikle cihaz kalibrasyonu igin

kullanilan, degerleri bilinen ve biiyiik konsantrasyondan kii¢iik konsantrasyona dogru gerileyen
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degerler igermektedirler. G1 ve H1 kuyucuklarinda bulunan soliisyonlar ise yine degerleri belli olan
yiiksek ve diisiik kontrollerdir. Bu 8 adet soliisyonun Elisa cihazindan alinan fotometrik sonuclar
ile goriintli analiz programindan alman yogunluk degerleri arasinda da benzer oranlar
bulunmaktadir. Tablo 5.2’de verigsmis olan karsilagtirmada, numune konsantrasyonunun yiiksek
olmasi (pozitif) durumunda her iki yontemle bulunan sonuglar arasinda yaklasik %5 - %10 arasinda

sapma oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 5.2. Kalibrator ve Kontrollerin OD / Yogunluk Degerleri

Kalibratorler & Kontroller OD Degeri Yogunluk (piksel sayisi)

Cal 1 2,862 1,9819808
Cal 2 2,053 1,3737214
Cal 3 1,13 0,7802675
Cal 4 0,501 0,4261223
Cal 5 0,246 0,26986712
Cal 6 0,023 0,1555262

Cont. (H) 1,483 1

Cont. (L) 0,156 0,2440595
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6. SONUCLAR

Goriintii isleme teknikleri kullanarak 6rnek resim tizerindeki kuyucuklardaki numunelerin
sonuclar1 gorsel olarak pozitif ya da negatif ¢ikmast durumu kolaylikla belirlenebilmektedir. Sekil
5.1’den de anlasilacagi iizere OD degerleri pozitif kontrolden biiyiik olan numunelerin renkleri de
elektromanyetik spektrumdaki mor alanda konumlanmaktadir. Bu yontem kullanilarak
numunelerin OD degerleri ile renk yogunluklar1 arasinda gozle goriilir bir iliski oldugu
gbzlemlenmektedir.

Goriintii igleme programu araciligiyla Tablo 5.2°de bulunan kuyucuk yogunluk degerleri ile
Elisa cihazi OD degerleri arasinda da siki bir iligki oldugu goriilmiistiir. OD degeri 1,483 olan
pozitif kontroliinii referans (yogunluk = 1) olarak aldigimizda; diger kuyucuklarin yogunluk
degerleri otomatik olarak hesaplanmaktadir. Cikan sonuglarda hangi kuyucugun yogunluk degeri
I’in lizerinde ise o numune pozitiftir diyebiliriz.

Program vasitasiyla alinan goriintii yogunluk degerlerinin her biri aslinda birer referans
degeridir. Fotometrik okuma sistemine sahip tiim cihazlarin; test sonuglarini karsilastirabilecekleri
en az bir adet kontrolleri mevcuttur. Dolayisiyla kullandigimiz bu program da elde etmis oldugu
piksel degerlerinin yogunluklarimi bizim belirledigimiz herhangi bir kuyucugu referans alarak
belirlemektedir.

Calismamizda kullanilan 6rnek plakanin numune sonuglarinda 5 adet hasta (pozitif) oldugu
bilinmekteydi. Gorlintii analiz programu vasitasiyla elde edilen yogunluk degerleriyle de plakanin
ayn1 kuyucuklarinin pozitif oldugu gézlemlenmistir.

Elisa okuyucu cihazlarinin maliyetleri kullanmis oldugumuz Gériintii isleme Programinin
maliyetine gore oldukca yliksektir. Programin herhangi bir bakimi ya da onarimi s6z konusu
olmadig gibi programla ilgili bir sorunla karsilasildigi zaman sorunun ortadan kaldirilmasi ¢ok
kisa bir siire almaktadir. Laboratuvarda ¢alisan sorumlu kisilerin programi kendi yetileriyle
bilgisayara kurmalar1 oldukca basittir.

Programin goriintii isleme teknikleri kullanarak calismasi sadece alinan goriintii ile
gerceklestigi i¢in; elisa okuyucu cihazlarinin arizalanmasi ya da bakim siireci igerisinde hastalara
sonu¢ verilememesi durumunda zaman agisindan olduk¢a kazangli sayiliriz. Cihazlarin
calisamadigi durumlarda numunelerin laboratuvar personeli tarafindan mikroplakalara
pipetlenmesi ve gerekli islemlerin yapilmasinin ardindan plakanin resminin alinip analiz islemine

hemen baslanabilmesi de hem zaman hem de siireklilik agisindan oldukg¢a dnemlidir.
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ONERILER

Daha uygun sartlarda ve daha spesifik fotograflarin alinmasi kaydiyla daha anlamli ve daha
dogru sonuclar elde edilebilir. Genellikle Arastirma-Gelistirme laboratuvarlarinda kullanilan ve Jel
Goriintilleme Sistemleri olarak adlandirilan cihazlarla bu tiir 96-well plate goriintiileri daha net
alimabilmektedir. Bu sistemlerde bulunan karanlik oda, ¢esitli filtre se¢enekleri, Epi-UV, Trans-
UV, Epi-white light ve Trans-white light 151k secenekleri, gelismis ve sabit kamera ile 6rneklerin
goriintiileri ¢ok daha net alinabilmektedir. Dolayisiyla analizi yapilacak ornek resimlerin
goriintiilerinin net olmasi; alinacak yogunluk degerlerinin de mevcut OD degerlerine o kadar yakin
olmasi anlamina gelmektedir.

Gelisen mobil iletisim araglar1 sayesinde verilerimizin taginmasi ve istenilen yerlerde
kullanilmasi kolaylagmistir. Goriintii isleme programlarinin mobil cihazlarda kullanilabilmesiyle;
orneklerin cep telefonlariyla resmedilip ayn1 zamanda analizlenmesi zaman ve pratiklik agisindan
ciddi faydalar saglayacaktir.

Programin laboratuvar ortaminda kullanilmasi; gerek renk degisimine gerekse fotometrik
Olciim teknigine bagli olarak gorsel sonuclar1 veren hemen hemen tiim sistemlerde (DNA-RNA

bant analizi, bakteri besiyeri koloni sayimi1 vb.) alternatif bir metot olarak kullanilabilir.
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